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Summary
At the Hamamatsu University School of Medicine, we encountered a patient with congenital 
afibrinogenemia for whom genetic analysis revealed the presence of a 1238 bp deletion in the fibrinogen 
alpha chain (FGA) gene, which codes for fibrinogen. Western blotting confirmed that there was no 
fibrinogen present in the patient?s plasma.
We reproduced the same FGA deletion as that seen in our patient, using fibrinogen nonproducer 
cultured COS1 cells, to investigate its dynamics. The three expression vectors of fibrinogen beta chain, 
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?? 5)~7)???????????????????
???????????????? A?????
???????????? in vitro???????
fibrinogen gamma chain, and either wild type FGA or variant FGA, possessing the mutation, were 
co-transfected into COS1 cells and fibrinogen biosynthesis and secretion were analyzed. Our results 
indicated that in cells transfected with wild type FGA, fibrinogen secretion was detected in the culture 
medium, demonstrating normal fibrinogen dynamics. However, although cells expressing the variant 
FGA exhibited intracellular expression, we detected no secretion into the culture medium. Thus, it 
appears that fibrinogen cannot be secreted outside of cells possessing the incomplete fibrinogen A ? 
chain in our patient with congenital afibrinogenemia , resulting in the onset of the disease.
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材料と方法
1．遺伝子解析
??????? QIAamp DNA Blood mini Kit 
( QIAGEN ) ??????? DNA ?????
FGA?FGB?FGG?????????????
??????????????? PCR????
?????????????? (? 1)8) ?PCR?
????? 94?? 1???????? 50? 59?
? 1???? 72?? 1?? 1?????????
??PCR??????????????????
????????
? ? ? ? ? PCR ? ? ? QIAamp PCR 
Purification Kit? QIAGEN ???????ABI 
BigDye Terminator Ready Reaction Mix 
( Applied Biosystems ) ????????????
???????????????????? ABI 
3130 Genetic Analyzer ( Applied Biosystems ) ?
?????
2．SDS-PAGE、ウエスタンブロット
????? 3.2%??????????????
???PBS?? 500?????????????
???????????????????? PBS
表1　フィブリノゲン遺伝子の PCR 増幅および塩基配列決定に使用したプライマー
 
 
  
150?? ?
???????????11??2018
?? 500??????????????????
SDS ? -ME??????? ( COSMO BIO ) ??
??95?? 5?????????????????
??? SDS- ??? - ???????????  
( COSMO BIO ) ?????4-20%???????
???? ( COSMO BIO ) ?? 30 mA?80???
???????????????????????
PVDF? ( BIO-Rad ) ????????????
5%?????????????????????
??????????????????????? 
( Dako ) ? 3000????????????????
???????????????????????
??????? IgG?? ( Dako )? 5000????
???????????BCIP/NBT??????
?????????? ( NACALAI TESQUE ) ?
????????????????
3．フィブリノゲン発現ベクターの構築
???? FGA, FGB, FGG????????
cDNA?????? Cap Site cDNA dT Human 
Liver ( NIPPON GENE ) ???????????
?????????? 2????????????
??????????????????????
??????????????????????
?? pcDNA3.1 ( Invitrogen ) ?????????
????? Ligation-Convenience Kit ( NIPPON 
GENE ) ???????????????????
? DH5????????????QIAprep Spin 
Miniprep Kit ( QIAGEN ) ??????????
???????????????????????
????????????? FGA, FGB, FGG?
???????????????????????
???????????????????????
???????????(???? :25-01)
4．変異型 FGA 発現ベクターの構築
???????????? 4???????? 3
??????? 4? 1238 bp ??????????
?????mRNA??????????? 3??
????? 5?????????????????
???????????????????????
???????? FGA??????FGAex1-F: 5?
-GTCTAGGAGCCAGCCCCACC?FGAex4del-R: 
5?-GGGGATCCATCAATGTCCACTATTGGCTG
????????????? 3??????? 5?
????? PCR???????????????
???????????????????????
???????????????????????
?? FGA ( mFGA ) ??????????
5．細胞培養
??????????????????????
? ( COS1 ) ???????????????? 
( HepG2 ) ??????COS1?????? VP-
SFM ( GIBCO ) + 2% GlutaMAX ( GIBCO )?CO2
?? 5%?37???????HepG2? DMEM Low 
glucose??????? ( GIBCO ) ? 10%???
CO2?? 5%?37???????
   
表2　フィブリノゲン遺伝子のクローニングプライマー
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6．FGA または mFGA と FGB, FGG 発現ベクター
のトランスフェクション
??????????? ( FGA, FGB, FGG, 
mFGA ) ????????????? pcDNA3.1
?????????????????? COS1?
???????72??????????????
??????????????????????
??????????????????????
? ? ? ? Lipofectoamine 3000 ( Thermo Fisher 
Scientific ) ??????????????????
???????? 3?????????????
??????????????????????
FGA, FGB, FGG? 3?????????????
???????????????????????
?????????mFGA, FGB, FGG????
?????????????3?????????
???????????????????????
??????????????
結果
1．遺伝子解析
PCR??? 3???????????????
????????????????????????
FGB?FGG??????????????FGA
? PCR??????? 1?????? 2????
? 3???????? 3????????????
???????????????? 3??????
4??????? 5??????????????
??????????????????? 2???
??? 5???????????????????
????????? 1 kbp ??????????
?? (? 1A)??? PCR???????????
???????? 4??????????? 3??
????? 5??? 1238 bp ??????????
?? (? 1B)?????????????????
????
A 
 
 
B 
 
図 1 遺伝子解析の結果 
A:それぞれのエクソンジャンクション部分が入るようなプライマーで増幅させた。 
エクソン 2と 3、エクソン 4と 5のプライマーでは増幅されなかった。 
エクソン 2からエクソン 5までのプライマーではコントロール 3127bp、患者 1889bpの増幅産物が得
られた。 
B:1889bpの増幅産物をダイレクトシークエンスで解析した結果、イントロン 3からイントロン 4まで
の 1238bpの欠失を見出した。  
図1A　遺伝子解析の結果
A:????????????????????????????????????
????2?3?????4?5?????????????????
????2??????5????????????????3127bp???1889bp???????????
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2．ウエスタンブロット
????????????? SDS-PAGE????
???????????????????????
??A???B????????????????
FGA????????????????????
???????????????????????
A???B??????????????????
??????????????? (? 2)?
?????????????????????
????????????PCR?????????
??????????????????? (? 3)?
3．フィブリノゲン発現実験
?3????????? COS1?????????
??????????????????????
??3?????????????????????
1????? 2????????????????
???????????????????????
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図 1 遺伝子解析の結果 
A:それぞれのエクソンジャンクション部分が入るようなプライマーで増幅させた。 
エクソン 2と 3、エクソン 4と 5のプライマーでは増幅されなかった。 
エクソン 2からエクソン 5までのプライマーではコントロール 3127bp、患者 1889bpの増幅産物が得
られた。 
B:1889bpの増幅産物をダイレクトシークエンスで解析した結果、イントロン 3からイントロン 4まで
の 1238bpの欠失を見出した。  
図1B　遺伝子解析の結果
B:1889bp の増幅産物をダイレクトシークエンスで解析した結果、イントロン3からイントロン4までの1238bp の欠失を見出
した。
図2　フィブリノゲン A α鎖、B β鎖、γ鎖のウエスタン
ブロット
?????????????1?3000?????????
???????????3??????????????
?????????????????????????
?????
?Cont. ??????Pat. ?????Father ??????
Mother ??????
図3　患者とその家族の遺伝子解析
3127bp??????????????????????
???1889bp????????????????3127bp
?2????????????????????
?Cont . ????Pat . ???Father ??????
Mother ??????
 
 
図 2 フィブリノゲン Aα鎖、Bβ鎖、γ鎖のウエスタンブロット 
抗ヒトフィブリノゲン抗体を 1：3000に希釈し使用。両親およびコントロールでは 3本のフィブリノゲ
ン鎖が検出されたが、患者ではいずれのフィブリノゲン鎖も検出されなかった。 
（Cont. 健常者血漿、Pat. 患者血漿、Father 患者の父親、Mother 患者の母親） 
 
図 3 患者とその家族の遺伝子解析 
3127bpがコントロールと同じ大きさであり、両親は患者と同じ 1889bpの短いものと、コントロールと
同じ 3127bpの 2種類が増幅され、ヘテロ接合体だとわかる。 
（Cont. 健常者、Pat. 患者、Father 患者の父親、Mother 患者の母親） 
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表3　患者及び両親の血栓止血関連検査結果及び遺伝子型
??????????????? 9)????? 3?
???????????????????????
????????????????mFGA, FGB, 
FGG????????????????????
???????????????????????
???? (? 4 A, B)?
考察
???????? FGA ???? 1238 bp ???
??2003???????2005?????2012??
??????????????????????
10)~12)???????????????? C????
???? 7? 3????????????????
???????????????????????
図4　トランスフェクション後の細胞分画 (A) と培養液分画 (B) のウエスタンブロット
??????????????????????????????????????????????????? 3
??????????????????????????? 3???????????????? FGA???? FGB?
FGG????????????????????????????????????????????????????
??????????? A??????????????????????????????????????????
??????????? FGA?mFGA??????????????? A?? FGA???????????????
???????FGA??????????????????????????????? FGA???????????
?????????????????
FGA???? FGA?????FGB???? FGB?????FGG???? FGG?????mFGA???? FGA?????
ABG???? FGA, FGB, FGG?????mABG???? FGA???? FGB, FGG?????pCDNA3.1???????
COS1???? COS1?HepG2???????????? HepG2??????
 
 
図 4 トランスフェクション後の細胞分画(A)と培養液分画(B)のウエスタンブロット 
単独でトランスフェクションしたものは細胞分画には発現しているが、培養液中には分泌されていな
い。野生型の 3 つをトランスフェクションした場合は、培養液中に分泌され 3 つのシグナルが確認でき
る。変異型 FGAと野生型 FGB、FGGをトランスフェクションした場合、細胞分画には発現しているが、
培養液中には分泌されていない。尚、使用しているポリクローナル抗体は Aα鎖に対して感度が高くな
っており、トランスフェクション後、培養している間に死んだ細胞から培養液中に漏出した FGA、mFGA
が反応したものと考えられる。図 Aでも FGAのレーンにはスメア状にシグナルが見られるが、FGAの
分解産物であると思われる。また、これまでに報告された文献でも FGAのみのトランスフェクションで
は分泌されないとされている。 
FGA：野生型 FGAベクター、FGB：野生型 FGBベクター、FGG：野生型 FGGベクター、mFGA：変
異型 FGAベクター、ABG：野生型 FGA, FGB, FGGベクター、mABG：変異型 FGA、野生型 FGB, FGG
ベクター、pCDNA3.1ベクターのみ、COS1：未処理 COS1、HepG2：陽性コントロールとして HepG2
を使用した。 
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mut: FGAに 1238 bp の欠失あり wild: 野生型 
mut / mut：両アレルとも変異型のホモ接合体 
wild / mut：片方のアレルは野生型、もう片方は変異型のヘテロ接合体 
 
mut: FGAに 1238 bp の欠失あり wild: 野生型 
mut / mut：両アレルとも変異型のホモ接合体 
wild / mut：片方のアレルは野生型、もう片方は変異型のヘテロ接合体 
 
mut: FGAに 1238 bp の欠失あり wild: 野生型 
mut / mut：両アレルとも変異型のホモ接合体 
wild / mut：片方のアレルは野生型、 う片方は変異型のヘテロ接合体 
 
mut: FGAに 1238 bp の欠失あり wild: 野生型 
mut / mut：両アレルとも変異型のホモ接合体 
wild / mut：片方のアレルは野生型、もう片方は変異型のヘテロ接合体 
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???????????????????PCR?
??????????????????????
uniparental disomy?????????????
???????????????????????
???????????????????????
???????????????????????
???????????????????????
??????????? heteroduplex?????
???????????????????????
???????????????????? 1238 
bp ?????????????????????
???????????????????????
???????????????????? 3??
???????????????????????
???????????? FGA?????? 13)?
???????? 1238 bp ????????????
????????????? 11 kb ??? 14)???
?????? 15 kb???? 2??????? 15)?
?????? FGA?????????
????????? 3????????????
??????????????? 9)???????
?????? Fbg???????????????
Dung Vu?? B??? C?? 7? 25??????
? 6???????????????????? 16)?
????????????????????? Fbg
???????????????????????
???????????????????? 16)??
??? Okumura????? 387????????
?? Fbg????????????????? 17)?
?A????????????????????
???????????????????????
??????? 149??????????????
??????????????? 7)???????
??????? 3????? 5?????????
???????????????????? 124?
??????????????????Fbg??
??????????????????????
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